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研究成果の概要： Nucleomethylin（NML）という新規核小体蛋白質が細胞培養液中のグ
ルコースを減らすと、ヒト培養細胞中のリボソーム合成やたんぱく質産生量が低下するこ
とを見出した。NMLは核小体に存在し、NAD依存的脱アセチル化酵素 SIRT1やヒストン H3K9
メチル化酵素 SUV39H1と複合体を形成する。NML複合体は rDNA領域をヘテロクロマチン化
することによって栄養飢餓状態での rRNA合成抑制に働くことを明らかにした。また、NML
複合体の機能破綻はエネルギーバランスの崩壊と、それに伴う細胞死を引き起こすことか
ら、栄養飢餓による細胞死の回避に働いていることも判明した。 
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１．研究開始当初の背景 
癌細胞には複数の誤った情報が蓄積さ
れ、癌遺伝子の活性化や癌抑制遺伝子の
不活性化が認められる。その結果、異常
な細胞増殖が生じている。近年、このよ
うな癌細胞での遺伝子の発現異常は、変
異や染色体欠失などの塩基配列の異常に
よるだけでなく、「DNAのメチル化」を主
とするエピジェネティックな情報の異常
が関与することが知られてきた。申請者
は癌を初めとする様々な疾患でのエピジ
ェネティックな情報異常の分子メカニズ
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ムを明らかにし、新たな治療法の開発を
目標に研究を進めている。 
今回、ヒストンH3のN末端ペプチドに結
合する因子を哺乳類細胞から精製する過
程で、新たなメチル基転移領域を持つ蛋
白質を見出し、Nucleomethylin(NML)と名
づけた。NMLは9番目のリジン残基がジメ
チル化されたヒストンH3に選択的に結合
する。H3のリジン9のジメチル化は転写を
抑制し、ヘテロクロマチン化を誘導する
ことが知られている。したがって、NML
は核小体のメチル化ヒストンを認識し結
合し転写抑制に関与することが推測され
ている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、（１）核小体におけるNML
の機能解析を行うこと、（２）NMLによ
るメチル化の標的分子の同定と機能との
関係を明らかにすること、そして、（３）
癌細胞の転移・増殖との関係を明らかに
しがん治療への応用を試みること、を目
的とし研究を行う。 
 
３．研究の方法 
Nucleomethylin(NML)は核小体に局在し、
そのドメイン構造からメチル基転移酵素活
性を有している可能性がある。そこで、以
下の方法を用いて、NMLの核小体における機
能解析を進める。 
（１）核小体におけるNMLの解析 
NMLは9番目のリジン残基がジメチル化さ
れたヒストンH3（H3K9dimethyl）に選択的
に結合する因子として取得された。しかし、
ペプチドを用いた精製であるため、細胞内
での結合を証明する必要がある。そこで、N
MLが細胞内でH3K9dimethylと結合している
ことを免疫沈降法やクロマチン免疫沈降法
を用いて明らかにする。 
①NMLとヒストンH3 9番目リジンのジメチ
ル修飾との結合（In vivo） 
NMLは核小体に局在し、9番目のリジン残
基がジメチル化されたヒストンH3に選択的
に結合する。H3のリジン9のジメチル化は転
写を抑制し、ヘテロクロマチン化を誘導す
る。したがって、NMLはrRNA合成を抑制する
ことが推察される。そこで、rRNA合成能に
ついて、NMLを過剰発現したHeLa細胞とRNA
iで発現を抑制したHeLa細胞で比較する 
②NMLの生理学的機能の解析 
申請者はNMLがDNMT3a・DNMT3bと相互作用
することを確認した。したがって、NMLによ
る転写抑制には、DNMT3a・3bによるDNAメチ
ル化が関与する可能性がある。そこで、rD
NAのプロモーター上のメチル化状態とNML
の発現との関係を検討する。 
③NML複合体のDNAメチル化能の解析 
NMLはＳ－アデノシルメチオニン（SAM）
を基質としてメチル基を転移するドメイン
をもつ。NMLは核小体に局在していることか
ら、核小体内に標的因子が存在する可能性
が高い。そこで、核小体内の様々な基質を
用いて、in vitro methylation法でメチル
化標的因子をスクリーニングしていく。 
（２）NMLのメチル化標的因子の同定と解析
①in vitro methylation法によるメチル化
標的因子のスクリーニング 
Flag/HAタグのついたNMLをHeLa細胞に発
現させ、抗Flag抗体および抗HA抗体を用い
てNMLを含む蛋白質複合体を精製し、Mass 
fingerprint法によって構成因子の同定を
行う。さらにそれらの構成因子とNMLの関係
を検討するため、構成因子のDNAメチル化活
性に与える影響について検討する。 
②NML蛋白質複合体の単離と解析 
NMLのメチル基転移活性を持つ領域は、従
③NMLの構造解析 
  
来報告のあるメチル化酵素と2次アミノ酸
配列からはまったく相同性を示さない。そ
こで、NMLの構造解析をX線結晶構造解析の
手法を用いて横浜市立大学の研究グループ
と共同で行う。 
（３）癌細胞の転移・増殖との関係 
NMLの癌特異的増殖への影響を観察す
るために、NML発現抑制株とNML過剰発現
株を用いて、軟寒天培地で培養する。 
①癌増殖へのNMLの影響 
NMLの個体での機能を探るため、NML遺伝
子欠損マウスの作製に着手する。ターゲッ
ティングベクターの構築とES細胞の取得を
目指す。遺伝子欠損マウスの作製と表現型
の解析を行う。 
②NML遺伝子欠損マウスの作製とヌード
マウスでの検討 
一方、ヌードマウスにNML高発現している
癌細胞と発現していない癌細胞を皮下移植
し、癌の転移および増殖状態について比較
検討する。 
４．研究成果 
（１）核小体におけるNMLの解析 
NMLはリボソームDNA領域のH3K9dimethyl
と特異的に結合していることが明らかとな
った。 
①NMLとヒストンH3 9番目リジンのジメチ
ル修飾との結合（In vivo） 
NMLは過剰発現によりrRNA転写量を抑制
し、ノックダウンによりrRNA転写量を上昇
させることが明らかとなった。したがって、
NMLはrRNA転写の抑制に働いていることが
明らかとなった。また、rRNA転写抑制に伴
って、細胞内タンパク合成量も抑制されて
いることが判明した。 
②NMLの生理学的機能の解析 
NMLの発現の変化によって、rDNAのプロモ
ーター上のメチル化状態に変化がないこと
が明らかとなった。 
③NML複合体のDNAメチル化能の解析 
細胞内タンパク質・DNAおよびRNAを標的
として、in vitro methylation assayを行
った。しかしながら、メチル化標的因子の
同定には至らなかった。その原因としては、
実験に用いた基質はNMLが存在する細胞か
ら抽出したサンプルであるため、すでにメ
チル化が導入されている可能性が考えられ
た。今後、ノックアウトマウスからのサン
プルで検討していく予定である。 
（２）NMLのメチル化標的因子の同定と解析
①in vitro methylation法によるメチル化
標的因子のスクリーニング 
NML複合体を単離したところ、多くの核小
体局在因子が取得された。また、ヒストン
脱アセチル化酵素であるSIRT1とヒストン
メチル化酵素であるSUV39H1と結合するこ
とが明らかとなった。 
②NML蛋白質複合体の単離と解析 
NMLのメチル基転移活性を持つ領域の構
造解析をX線結晶構造解析の手法を用いて
行った。その結果、NMLは他のメチル化酵素
と同様の構造を持つことが明らかとなり、
メチル化酵素として働くことが示唆された。 
③NMLの構造解析 
（３）癌細胞の転移・増殖との関係 
右 に
示すよ
うに、N
ML過剰
発現株
では軟
寒天培
地での
コロニー形成が抑制された。一方、NML発
現抑制株ではコロニー形成が促進した。
①癌増殖へのNMLの影響 
  
これらの結果から、NMLが癌特異的な増殖
を抑制していることが示唆された。 
NML遺伝子欠損マウスは、約50％が胎生致
死であることが判明した。その原因につい
て、さらに解析を行っている。 
②NML遺伝子欠損マウスの作製とヌード
マウスでの検討 
一方、①の結果を踏まえ、ヌードマウス
にNML高発現している癌細胞と発現してい
ない癌細胞を皮下移植し、癌の転移および
増殖状態について比較検討した。しかしな
がら、軟寒天培地で見られたような表現系
を示さなかった。 
 
本研究の中で、NML と SIRT1との結合を見出
したことで、細胞内エネルギー代謝との関係
が明らかとなった。その結果、NMLは細胞培
養液中のグルコースを減らすと、ヒト培養
細胞中のリボソーム合成やたんぱく質産生
量が低下することを見出した。NML 複合体
は rDNA 領域をヘテロクロマチン化するこ
とによって栄養飢餓状態での rRNA 合成抑
制に働くことを明らかにした。また、NML
複合体の機能破綻はエネルギーバランスの
崩壊と、それに伴う細胞死を引き起こすこ
とから、栄養飢餓による細胞死の回避に働
いていることも判明し、Cell誌に掲載され、
国際的に大きな評価を得た。 
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